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In  einem  forward  genetics  screen  konnte  kürzlich  eine  Integrin‐linked  Kinase  (ILK)‐





konnten mittlerweile Mutationen  in der  ILK  identifiziert werden, die zu genetisch be‐
dingter Herzschwäche (DCM, dilatative Kardiomyopathie) führen.  
Ziel  dieser Arbeit war  die  Etablierung  von  in  vivo Modellen  zur  Entschlüsselung  der 
molekularen Funktionen der ILK in Herzmuskelzellen. Durch diese genetischen Ansätze 
kann geklärt werden, ob die Kinasedomäne der  ILK oder die Bindungsfähigkeit  zu  β‐
Parvin  für die  Funktion der  ILK  in der Aufrechterhaltung der  kardialen Kontraktilität 
von Bedeutung sind. Dazu wurden definierte ILK‐Varianten (Kinase‐defizient, konstitu‐
tiv‐aktiv, Wildtyp)  in vivo  im Zebrafisch evaluiert. Des Weiteren sollte durch die phar‐




rung  transgener  Zebrafische mit  herzspezifischer  ILK‐Überexpression  entwickelt  und 
deren  Funktion  überprüft werden. Weiterhin wurden  erstmals  stabile,  induzierbare 
transgene  Zebrafischlinien  mit  kardialer  Überexpression  von  ILK‐Varianten  (Kinase‐




Die  in  dieser  Arbeit  entwickelten  Ansätze  ermöglichen  in  Zukunft  ein  besseres  Ver‐
ständnis  der  ILK‐Funktion  im Myokard.  Auch  die  therapeutische  Beeinflussung  von 









main  squeeze  (msq),  was  recently  isolated.  Main  squeeze  mutant  embryos  are 
characterized  by  progressive  loss  of  cardiac  contractility.  It  was  shown  that  msq 
mutation  causes  a  decreased  kinase  activity  as well  as  lost  ability  to  bind  β‐Parvin 
resulting  in  a  significantly  reduced  activity  of  protein  kinase  B  (PKB). Mutations  in 




domain  of  ILK  or  the  binding  capacity  to  β‐Parvin  is  important  for  ILK  function  in 
maintenance  of  cardiac  contractility.  In  particular,  defined  ILK  variants  (kinase‐
deficient,  constitutive‐active)  were  examined  in  vivo  in  zebrafish.  Furthermore, 
pharmacological  manipulations  of  the  ILK/PKB  signaling  pathway  with  small 
compounds  were  performed  to  find  out  whether  substances,  which  affect 
phosphorylation of PKB, can rescue the heart failure phenotype. 
In this work several gene expression systems for the generation of transgenic zebrafish 
with cardiac‐specific  ILK overexpression have been developed and  their  functionality 
has  been  tested.  Furthermore,  first  stable,  inducible  transgenic  zebrafish  lines with 
cardiac  overexpression  of  ILK  variants  have  been  established.  By  application  of  the 
pharmacological  substances  Cyclosporine  A,  Ocadaic  acid  and  Calyculin  A 
phosphorylation of PKB in the heart and contractile force in msq are reconstituted. 
In  future,  these  developed  genetic  approaches  allow  a  better  understanding  of  ILK 
function  in  the myocardium.  Even  the  therapeutic  influence  on  components  of  the 











Erkrankungen  des  Herzens,  der  Gefäße  und  des  Kreislaufes  (ICD‐10,  Internationale 
Klassifizierung der Krankheiten). Zu den Herz‐Kreislauf‐Erkrankungen gehören auch die 
Kardiomyopathien.  Kardiomyopathien  sind  Erkrankungen  des  Herzmuskels,  die  von 
mechanischen  und/oder  elektrischen  Funktionsstörungen  begleitet werden.  Es wird 
zwischen der primären und sekundären Kardiomyopathie unterschieden (Maron et al., 

























schiedliche  hämodynamische  Anforderungen  anpassen  können.  Für  eine  geregelte 
Herzfunktion  ist  die  Wahrnehmung  mechanischer  Reize  (mechanosensing)  und  die 
Transduktion dieser Signale  in zelluläre Antworten (mechanotransduction) von essen‐
tieller Bedeutung. Genetische Defekte  in den Komponenten des kardialen Dehnungs‐
sensors  können  zu  Kardiomyopathien  führen. Mutationen  im  humanen Gen  cardiac 
Troponin  T  (tnnt2)  führen  zum  Beispiel  zu DCM  und HCM  (hypertrophe  Kardiomyo‐
pathie) (Sehnert et al., 2002; Bakkers, 2011). Knöll et al. konnten weiterhin Mutationen 





groß.  Dieser  Süßwasserfisch  gehört  zur 
Familie  der  Cyprinidae  und  zeichnet  sich 
durch  seine  einfache  Haltung  und  Zucht 
aus.  Zebrafische  bieten  auch  wegen  der 
hohen  Anzahl  an  produzierten  Nachkom‐
men  pro Gelege Vorteile. Da  die  Entwick‐


















Möglichkeiten  können  an  diesem Modell  krankheitsrelevante  Gene  und  Signalwege 
untersucht  werden.  Neben  verschiedenen  forward  und  reverse  genetics  Strategien 
werden am Zebrafisch auch ökologische Einflüsse (z. B. durch Schwermetalle), circadi‐
ane Rhythmik und Verhaltensmuster untersucht. Viele der bereits  in anderen Modell‐








Forward  genetics Ansätze  dienen  dazu,  hypothesenfrei  krankheitsrelevante Gene  zu 






Sequenzierung  kann  die  Mutation  identifiziert  werden,  die  zu  dem  Krankheitsbild 
führt, das weiter untersucht werden soll. Trotz des  immensen  logistischen Aufwands 
konnten  seit  den  1990er  Jahren  bei  dem  Boston‐  und  Tübingen‐  Screen  über  6000 



























gen‐Assays  vorhanden, mit  deren Hilfe  die  Identifikation  transgener  Zebrafische  er‐
leichtert werden konnte (LacZ: Lin et al., 1994; GFP: Amsterdam et al., 1995, 1996). Da 
durch  die  Injektion  einfacher DNA  nur  eine  geringe  Integrationsrate  ins Genom  er‐
reicht werden kann, sind  in den  letzten Jahren Methoden entwickelt worden, mit de‐
nen dieses Problem bewerkstelligt werden kann (Udvadia and Linney, 2003; Teh et al., 
2005; Deiters  and  Yoder,  2006;  Esengil  and  Chen,  2008; Huang  et  al.,  2011). Dabei 
handelt  es  sich  um  Systeme,  die  zum  Beispiel  Retroviren  (Amsterdam  and  Becker, 
2005;  Linney  et  al.,  1999)  oder  Transposons  (Kawakami,  2005;  Suster  et  al.,  2009; 
Newman  and  Lardelli,  2010)  verwenden.  Weiterhin  werden  die  Meganuklease‐
vermittelte Integration von DNA (Thermes et al., 2002; Grabher and Wittbrodt, 2008) 












Transposons  sind  DNA‐Abschnitte,  die  ihre  Position  im  Genom  verändern  können 




Derzeit  werden  zur  Generierung  stabiler  transgener  Zebrafischlinien  das  Sleeping 
Beauty (Davidson et al., 2003; Balciunas et al., 2004) und Tol2 (Kawakami, 2005, 2007; 
Kikuta and Kawakami, 2009; Mosiman and Zon, 2011) Transposon verwendet.  





















gische und krankheitsrelevante Mechanismen aufklären  zu können. Dabei  finden  so‐
wohl Hitze (heat shock Promotoren, hsp70; Adám et al., 2000; Halloran et al., 2000) als 
auch  chemisch  gesteuerte Genexpressionssysteme Verwendung.  Zu  letzteren  gehört 































entstanden  (rtTA). Dieser  reverse  Transaktivator  bindet  im Gegensatz  zu  tTA  nur  in 
Gegenwart  von  Tetracyclin  an  TetO,  wodurch  die  Genexpression  gesteuert  wird  
(TetON‐System) (Gossen et al., 1995). Das TetON‐System wurde 2005 von Huang et al. 
im Zebrafisch etabliert. Hier steuert der herzspezifische Promotor cardiac myosin light 















Glycogen  Synthase  Kinase  3  (GSK3).  Sie  transduziert  Signale  von  der  extrazellulären 
Matrix (ECM) über Integrine, Parvine und PINCH‐Proteine ins Zytoplasma (Zervas et al., 
2001; Mackinnon et al., 2002; Sakai et al., 2003; Fukuda et al., 2011). Gemeinsam mit 
PINCH  und  Parvin  formt  die  ILK  einen  ternären  Proteinkomplex,  der  als  ILK‐PINCH‐
Parvin (IPP)‐Komplex bezeichnet wird (Legate et al., 2006). Die bereits 1996  in einem 
yeast  two hybrid  screen  identifizierte  ILK  (Hannigan et al., 1997) besteht aus der N‐
terminalen  Ankyrin‐Domäne,  der  zentralen  Pleckstrin‐Homologie  (PH)‐Domäne  und 
















dass  das  Fehlen  der  ILK  zur  dilatativen  Kardiomyopathie  führt. Die  Kardiomyozyten 
erscheinen durch die Deletion der  ILK disaggregiert und der  Signalweg über Adhäsi‐
onsmoleküle, wie  β1‐Integrin  und  Focal  Adhesion  Kinase  (FAK),  ist  gestört. Darüber 
hinaus kommt es zu einer verminderten kardialen PKB Phosphorylierung (White et al., 
2006). Mit Hilfe der  Zebrafischmutante main  squeeze  (msq)  konnte  gezeigt werden, 
dass die ILK eine wichtige Komponente des kardialen Dehnungssensors ist und für die 





und  vascular  endothelial  growth  factor  (vegf),  deutlich  reduziert.  Es  konnte  gezeigt 
werden, dass eine Überexpression konstitutiv‐aktiver PKB den msq‐Phänotyp beheben 




einem  progressiven  Verlust  der  kontraktilen  Funktion.  Außerdem  zeigen  PINCH‐

















































dell  für  Hochdurchsatzanalysen.  Auf  diese  Weise  können  ganze  Bibliotheken 
chemischer Substanzen untersucht werden. So konnten einige Aspekte der Vertebra‐
tenentwicklung entschlüsselt werden. Peterson und Kollegen konnten durch Anwen‐








würden. Möglicherweise  gibt es  small molecules, die  komplexe  Signalwege, wie den 
kardialen  ILK/PKB‐Signaltransduktionsmechanismus, therapeutisch wirksam beeinflus‐
sen,  denn  Schlüsselkomponenten, wie  die  PKB,  bieten  Ansatzstellen  für  Therapien. 
Durch die Identifizierung PKB‐modifizierender Substanzen und deren Untersuchung an 
Zebrafischen mit einem defekten Herz‐Kreislauf‐System, wie der Herzinsuffizienzmut‐





Die  ILK  ist  eine  essentielle Komponente  des  kardialen Dehnungssensors. Genetische 
Defekte  in  Komponenten  dieses  adaptiven  Systems  können  zu  Herz‐Kreislauf‐
Erkrankungen führen. Auf dieser Basis werden in dieser Arbeit Ansätze entwickelt, mit 
denen der kardiale  ILK‐Signaltransduktionsmechanismus  in vivo weiterführend unter‐










Neben  der  Generierung  transgener  Zebrafische  soll  in  dieser  Arbeit  zusätzlich  ein 
pharmakologischer Ansatz entwickelt werden, mit dem der  ILK‐Signalweg besser ver‐
standen werden  kann. Durch  pharmakologische Untersuchungen  an  der Herzinsuffi‐
zienzmutante main  squeeze  können  therapeutische  Ansätze  entwickelt werden,  die 
Patienten mit  einem  ähnlichen  Krankheitsbild  helfen  könnten.  Dazu  soll  untersucht 























Verwendung Bezeichnung 5´-> 3´ Sequenz 
zMarker  fw_z7028 CAACACCAGCATAGCCATGT 
main squeeze rv_z7028 TGTGACAAGGTCAGTGGAGC 
(LG 10) fw_z7504 AATTGGGCTGCGTTTCATAC 
 rv_z7504 TTCCACCTCCTGTAACCTGC 
Sondenherstellung  fwd1 TGGTTCGCCGTAGGGTATAG 
Hand2 rev1 TTGCTGCTCCCTGAACTTTT 
 fwd2 ACGCTCCACCTCATTGATTC 
 rev2 CCGTGGGTCTACGTTTCACT 
Tetracyclin-System 
Amplifizierung von  BsrGI-Primer GCGCtGTACACTCTCATTCACGTCCCCCTC 




Sv40_fwd GCGC ACATGT CTCTCATTCACGTCCCCCTC 
Sv40 aus pTetOFF 
Adv.-Pcmlc2Min 
Pcmlc2-Min-tTA-




rtTA-Sv40_fwd GCGC ACATGT CTCTCATTCACGTCCCCCTC 
Sv40 aus pTetON 
Adv.-Pcmlc2Min 
Pcmlc2-Min-
rtTA-Sv40_rev GCGC ACATGT ATACTTCCCGTCCGCCAG 
Sequenzierung von  SqP_01_for CGCCTGGAGATTTCGAGCTC 
pTRE-ON/OFF- SqP_02_for TTATCAGGGCTCCTGTATTTAGG 
Pcmlc2Min SqP_03_for CCTGGAAAATCAGCTCGCGT 
 SqP_04_for GGGTAACTAAGTAAGGATCCAGACA 
 SqP_05_for CGACAGGACTATAAAGATACCAGG 
 SqP_06_for GCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAG 
 SqP_07_for TACAGGCATCGTGGTGTCAC 




 SqP_09_for TTATCGGGCAGCAGCACAGG 
 SqP_10_for CGCTCACGCTGAACTTGTGG 
 SqP_01_rev TCTTTCCTGCGTTATCCCCT 
 SqP_02_rev GGAGTAAACTCGACATACGTTCTCT 
 SqP_03_rev ACGGCGTGCAGTGCTTCTCA 
 SqP_04_rev ATGGATGAGCTGTACAAGTGATC 
 SqP_05_rev CAGCGGTAAGATCCTTGAGAGT 
 SqP_06_rev AAAGTTGCAGGACCACTTCTG 
 SqP_07_rev GCAGAGCGCAGATACCAAAT 
 SqP_08_rev CTTTTGCTGGCCTTTTGCTC 
 SqP_09_rev TCAAGGTCAAAATCGTCAAGAG 











directed mutagenesis fw_ILK-S343D GCTGATGTCAAGTTCGATTTCCAATGTCCTG 









quenzierung von  Tol2 Exon4 (1) GCCAGTACACGCTACTCAAAGTTG 
Tol2-Konstrukten/ 
pDEST-Tol2CG2 
rv_ILK in Pcmlc2 
(2) TGTTCATTCACTGCATTGATGTCT 
 ILK in PA (3) GACTGCCCGAATTAGCATGG 
 rv_eGFP (4) GCCCGACAACCACTACCTGA 
Amplifizierung von 
eGFP aus Tol2CG2 fw-eGFP
GGGG ACA AGT TTG TAC AAA AAA GCA GGC 
TATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 
zur Generierg des 
mittleren Vektors rv_eGFP
























cmlc2 Tol2E4 ATTACGCCAAGCTATCAACTTTG 
 
rev_cmlc2 bis 
cmlc2 Tol2E4 CCCCTTTCACAAAATAATACCAGTA 


































quantitative RT- fwd_ß-Actin GGGCACGAAGGCTCATCATT 
PCR  rev_ß-Actin AGCGAGCATCCCCCAAAGTT 
Referenzgene fwd_elfa CTTCTCAGGCTGACTGTGC 
 rev_elfa CCGCTAGCATTACCCTC 
quantitative Überprü-
fung  fwd_mCherry GCGAGGAGGATAACATGGCCA      
der transienten rev_mCherry TCACCTTCAGCTTGGCGGTC           
Überexpression fwd_TagRFP AGGGCACCCAGACCATGAGAA       
in injizierten Fischen rev_TagRFP CCTGGGTGTGGTTGATGAAGGTT     
quantitative  ILK_Hs_3_for GAATCTCAACCGTATTCCATACAAG 
Überprüfung der   ILK_Hs_3_rev TTGAGCTTCGTCAGGAAGTTAAG 
ILK-Überexpression  ILK_Dr_3_for GAGCCTGTCAAAAGTCCCTTACA 
in den transgenen ILK_Dr_3_rev CGTTGATCTTGTTCAGCATGTTAAG 
Fischen fwd_h+zILK_1 gaagctctgcagaagaagcc 











et al.,2010) ACGACGGCAACTACAAGACC 
von GFP in den 
transgenen Fischen 
rev_GFP (Knopf 













Blot‐Puffer:       25 mM Tris‐Base; 190 mM Glycin; 15 % (v/v) Methanol;  






        Xylencyanol 
E3‐Medium:      4 mM NaCl; 0,17 mM KCl; 0,33 mM CaCl2; 0,33 mM  
        MgSO4 
Hybridisierungspuffer:   50 % Formamid, 25 % 20x SSC, 5 mg/ml Torula RNA, 50  
        µg/ml Heparin, 0,1 % Tween 20 
Laemmli‐Puffer (1x):    240 mM Tris/HCl pH 6,8; 6 % (w/v) SDS; 16 % (v/v) ‐ 
        Mercaptoethanol; 30 % (v/v) Glycerol; 0,02 % (w/v)  
        Bromphenolblau 
LB‐Medium:       1 % Tryptone; 0,5 % Hefeextrakt; 1 % NaCl 
Lower Puffer (4x):     1,5 M Tris‐HCl, pH 8,8; 0,4 % SDS 
Lysepuffer:       10 mM Tris‐HCl, pH 8,3 ; 50 mM KCl ; 0,3 % Tween 20;  
        0,3 % Nonidet‐P40 
Mesab:       4 mg/ml Ethyl‐m‐Aminobenzoat‐Methansulfonat; 1 %  
        Na2HPO4; pH 7,0‐7,5 
NTMT:       0,1 M NaCl; 0,1 M Tris‐HCl, pH 9,5; 50 mM MgCl2; 0,1 %  
        Tween 20 
PBDT:        1 % (v/v) DMSO in PBS 
PBS:         137 mM NaCl; 2,68 mM KCl; 10 mM Na2HPO4; 1,8 mM  
        KH2PO4; pH 7,4 
PBSBT:       0,2 % (w/v) BSA in PBST 
PBST:         0,1 % (v/v) Tween 20 in PBS 
PFA/PBS:       4 % Paraformaldehyd bei 68 °C in PBS lösen; pH 7,0  
        (mit NaOH einstellen) 
PTU (100x):       3 g 1‐Phenyl‐2‐Thiourea in 1 l E3 (lichtgeschützt lagern) 
RNAse‐freies ddH2O:   0,5 % (v/v) DEPC, Inkubation bei RT über Nacht;    
        autoklavieren 
SDS‐Laufpuffer:     25 mM Tris; 190 mM Glycin; 0,1 % (w/v) SDS 
SSC (20x):       3 M NaCl, 0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0 
TBE:        89 mM Tris, 89 mM Borsäure, 2 mM EDTA, pH 8,0 




TBST:         0,1 % Tween 20 in TBS 
TNN working Puffer:    50 mM Tris‐HCl, pH 7,5; 120 mM NaCl; 5 mM EDTA;  
        0,1% NP‐40, 10 mM Na4P2O7; 0,2 µM PMSF; 1 mM DTT; 1  
        mM NaVO3; 1 mM NF, Protease‐/Phosphatase‐Inhibitoren 
Upper Puffer (4x):     0,5 M Tris‐HCl, pH 6,8; 0,4 % SDS 
Waschpuffer:      10 mM Tris‐HCl, pH 8,5; 110 mM NaCl; 3,5 mM KCl;  




Applied Biosystems:      Thermocycler ABI Prism 7000 
ABGene:        96‐Well‐Platten 
Biometra:         Spannungsquelle 
Biorad:         Elektroporator, Western Blot‐Apparatur,    
          Elektroporationsküvetten 
Biotech:         Photometer GeneQuant II Pharmacia 
Bosch:         Mikrowelle, Gefrierschränke Premium 
Brand:         Pipettierhilfe acu‐jet  
Eppendorf:        Kühlzentrifuge 5417R, Multipipetten,    
          Thermoschüttler comfort, Injektionsapparatur  
          Femtojet, Reaktionsgefäße 1,5 ml und 2 ml 
Greiner:         Petrischalen 
Heidolph:        Schüttler Duomax; Vortex REAX 2000,    
          Magnetrührer MR 3001 
Heraeus:         Bakterieninkubator  
Kafpa:         Videokamera CF 15/4 MC 
Leica:           Stereomikroskop MZFLIII, Mikroskop DM IRB,  
          Digitalkameras DC 500 
Liebherr:         Kühlschränke  
Marienfeld:         Objektträger; Deckgläser 




Narishige:         Kapillarenzieher PC‐10  
Neolab:         Mikropinzetten, Pasteurpipetten 5, 10, 25 ml 
Omnilab:         Magnetrührer 
PeqLab:         Elektrophoresekammern und Gelkämme  
Sartorius:         Feinwaage CP 124 S  
Schleicher&Schuell:      Whatman Nitrocellulose Transfer Membran,  
          Whatman Chromatografie‐Papier 3mm 
Schott:         Duranglasgefäße  
Schwarz:         pH‐Meter 2001 C 
Starlab GmbH:       Pipettenspitzen  
Stratagene:         Hitzeversiegler 
Systec:         Autoklav 
World Precision Instruments:   Glaskapillaren 



























Dazu wurde  von  den  adulten  Tieren  ein  kleines  Stück  der  Schwanzflosse  präpariert 












DNA  denaturiert,  sodass  im  nächsten  Schritt  der  PCR  kurze  komplementäre  Oligo‐
nukleotide  (Primer)  an die nun einzelsträngige DNA binden  können  (annealing). Der 
letzte  Schritt  umfasst  die  Neusynthese  des  Komplementärstranges  durch  die  DNA‐
Polymerase (Elongation). Diese drei Schritte werden mehrfach wiederholt, sodass der 
durch die Primer definierte DNA‐Abschnitt exponentiell amplifiziert wird. 











  3. 60 °C  50 sek    (annealing) 
  4. 72 °C   1 min    (Elongation) 
  5. 50 Zyklen: Denaturierung, annealing, Elongation 
  6. 72 °C  10 min 

























te Mutagenese  umfasst  folgende  Komponenten:  25  ng  Plasmid,  je  10  pmol  Primer 









  2. 95 °C  20 sek    (Denaturierung) 
  3. 55 °C   10 sek    (Hybridisierung) 
  4. 70 °C  25 sek/ 1 kb  (Elongation) 
  5. 25 Zyklen: Denaturierung, Hybridisierung, Elongation  
  6. 70 °C  5 min 
  7. 4 °C    Lagerung 
 
Der PCR‐Ansatz wurde anschließend mit 1 µl DpnI  (NEB)  für 1 h bei 37  °C  inkubiert. 








rase‐Kettenreaktion  (PCR)  vervielfältigt  und  gleichzeitig mit  Hilfe  einer  Fluoreszenz‐
messung  quantifiziert  (Thermocycler ABI  Prism  7000  von Applied  Biosystems).  SYBR 
Green  (ABsolute Blue SYBR Green ROX von ABgene) wurde als  interkalierender DNA‐
Farbstoff  verwendet. Dabei  nimmt  die  Fluoreszenz  proportional mit  der Menge  der 
amplifizierten DNA zu. In dieser Arbeit wurde durch die Berechnung des ∆∆Ct‐Wertes 




material  (etwa 200 Herzen) wurde unter Anwendung  von  Trizol  zu RNA  verarbeitet. 
Mit einem DNase I‐Verdau erfolgte anschließend die Entfernung genomischer DNA und 











  3. 95 °C  15 sek    (Denaturierung) 
  4. X °C    30 sek    (annealing) 
  5. 72 °C  Y    (Elongation) 
  6. 40 Zyklen: Denaturierung, annealing, Elongation  
  7. 95 °C  15 sek    (Dissoziationsschritt) 
  8. 60 °C  20 sek    (Dissoziationsschritt) 




Die Messung  der  Fluoreszenz  erfolgte  nach  jedem  Zyklus  bei  72  °C.  Der  Dissoziati‐































































In  dieser  Arbeit wurden  verschiedene  Gateway‐Systeme  von  Invitrogen  verwendet: 



































stellung  von  Selektionsmedien  wurde  autoklaviertes  LB‐Medium  (Fluka)  nach  dem  
Abkühlen  mit  dem  gewünschten  Antibiotikum  (1:1000)  versetzt.  Selektionsplatten 
wurden hergestellt, indem autoklaviertes LB‐Agar (Fluka), versetzt mit dem jeweiligen 


































der  gesamte DNase  I  verdaute  RNA‐Ansatz  gemeinsam mit  30 µl DEPC Wasser  und  
30  µl  7,5 M  LiCl  gemischt  und mindestens  30 min  bei  ‐80  °C  inkubiert.  Nach  dem 
Zentrifugieren bei 14000 rpm und 4 °C für 15 min erfolgte die Zugabe von 1 ml 70 % 






Bei der  reversen Transkription wird RNA  in cDNA  (complementary DNA) umgeschrie‐
ben. Dazu wurden 10 µl der DNase I verdauten und LiCl gefällten RNA verwendet. Der 
Ansatz umfasste weiterhin 1 µl SuperScript  II Reverse Transkriptase  (Invitrogen), 4 µl 
5x RT‐Puffer  (Invitrogen), 1 µl RNA Guard RNase  Inhibitor  (Roche), 1 µl 4 mM dNTPs 
(Roche), 1 µl Oligo (dT) Primer (Metabion) und 2 µl 0,1 M DTT (Invitrogen). Die reverse 














Die  Synthese  einzelsträngiger  antisense  RNA‐Sonden  für  die  in  situ  Hybridisierung 
(3.3.5) erfolgte durch die  run‐off  in vitro Transkription, bei der die RNA‐Polymerasen 
Sp6  bzw.  T7  verwendet wurden. Nach  der Amplifikation  spezifischer Genabschnitte, 
die  eine möglichst  geringe  Sequenzhomologie  zu  anderen Genen  aufweisen  sollten, 
erfolgte deren Klonierung  in den Vector pCRII  (Invitrogen). Anschließend wurde 1 µg 
Plasmid  linearisiert,  um  eine  eindeutige  Termination  der  Transkription  (run‐off 
Transkription) zu gewährleisten und nach der Gelelektrophorese (3.2.6) durch die Ge‐



















Um  Protein  aus  ganzen  Zebrafischembryonen  zu  gewinnen, wurden  die mit Mesab 
betäubten Tiere  in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß gesammelt und mit 1 ml Deyolking 
Puffer versetzt. Das Entfernen der Dotterproteine erfolgte dann durch Auf‐ und Abpi‐
pettieren.  Sobald  sich  der Dottersack  vom  Embryo  gelöst  hatte, was mikroskopisch 
beurteilt wurde, wurde die Probe 30 sek auf einem Vortexgerät kräftig geschüttelt und 
30 sek bei 4 °C und 3000 rpm abzentrifugiert. Anschließend wurden die Proben fünf‐













de  von  Bradford  bestimmt.  Dabei  bewirkt  die  Zugabe  eines  Farbstoffkonzentrates 
(Biorad)  die  Bindung  von  Coomassie  Blau  G‐250  an  die  Proteine.  Nach  einer  etwa  






SDS‐PAGE wurde  zur Auftrennung  von Proteingemischen nach deren Größe  verwen‐









Blot  Analyse  Apparatur  (Biorad)  gespannt  und  mit  1x  SDS  Laufpuffer  befüllt.  Die  
Proben und ein Marker  (Fermentas) als Größenvergleich wurden  in die Taschen des 
Gels geladen und zunächst  im 5 % Sammelgel gesammelt, dann  je nach Molekularge‐
wicht  der  zu  untersuchenden  Proteine  in  dem  Trenngel  (Tab.  2)  (für  pPKB‐
Untersuchungen  8 %;  für  α‐ILK‐Untersuchungen  12 %)  aufgetrennt.  Das  Sammelgel 



































Bei  der  in  situ Hybridisierung wird  eine Digoxigenin‐markierte  antisense  RNA‐Sonde 
verwendet, um mit definierten exprimierten RNA‐Abschnitten im Zebrafischembryo zu 
hybridisieren. Dadurch kann zu einem definierten Zeitpunkt festgestellt werden, ob die 




schen  in PBST  für  je 5 min wurden die  Fische  rehydriert. Mit Hilfe der Proteinase K  
(0,1 µg/ml in PBST) konnten die Embryonen für die Sonde permeabel gemacht werden 
(für  72  hpf  Fische:  50 min  Inkubationszeit  bei  RT). Anschließend wurden  die  Fische 
zweimal  in  PBST  gewaschen,  um  das  Enzym  zu  entfernen,  und  in  4 %  PFA/PBS  für  
20 min bei RT refixiert. Der Re‐Fixierung folgte erneutes Waschen in PBST bei RT für je 
5 min. Die  Embryonen wurden  nun  in Hybridisierungspuffer  aufgenommen  und  für  
2‐5 h bei 70  °C prähybridisiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Über 







    Je 10 min  75 %, 50 %, 25 % Hybridisierungspuffer in 2x SSC 
    2 x 10 min  2x SSC 
    2 x 30 min  0,2x SSC 
 
Ab diesem Schritt erfolgte die weitere Behandlung wieder unter RT‐Bedingungen. Die 
Embryonen  wurden  nun  je  5  min  mit  75  %,  50  %,  25  %  Hybridisierungspuffer  in  
0,2x SSC  in PBST und anschließend zweimal 5 min  in PBST gewaschen. Danach  folgte 
die  Behandlung  der  Embryonen mit  Blockpuffer  1,  um  unspezifische  Antikörperbin‐
dungsstellen abzusättigen. Bei 4 °C wurde über Nacht die  Inkubation der Embryonen 
mit  Alkalische  Phosphatase‐konjugierten  anti‐Digoxygenin  Fab‐Fragmenten  (von  
Roche; 1:3000 in Blockpuffer 1) vorgenommen. 
Am nächsten Tag wurde der Antikörper durch Waschen  in Blockpuffer 2 (4 x 30 min) 

























































Injektionsrampe wurde durch das  Einbringen  einer Plastikmatrize  in  flüssige  3‐%‐ige 
Agarose hergestellt, die nach dem Erstarren wieder entnommen wurde. Die Mikroin‐
jektionen  wurden  mit  Injektionsnadeln  an  einer  Injektionsapparatur  (Femtojet  von 
Eppendorf) durchgeführt, die zuvor aus Glaskapillaren (1 mm, World Precision  Instru‐
ments) mit  einem  Kapillarenzieher  (Narishige)  gezogen wurden.  Für  die  Injektionen 
wurde bei einer  Injektionsdauer von 0,1 sek ein Kapillardruck von 15 hPa verwendet. 
Der  Injektionsdruck wurde  der  Injektionsnadel  angepasst. Die  injizierten  Embryonen 


















3.4.7 Behandlung  von  msq‐/‐‐Embryonen  mit  pharmakologisch  wirksamen  
Substanzen 
 
Für  die  pharmakologischen  Untersuchungen  wurden  die  Substanzen  Calyculin  A,  













hergestellt.  Für Okadasäure  (LC  Laboratories) wurde  eine  1 mM  Stocklösung  herge‐






















die  trockene Probe bei  ‐80  °C gelagert. Wenn die gewünschte Anzahl an Herzen er‐
reicht war, erfolgte die Lagerung bis zur Isolierung der RNA in 800 µl Trizol. Für die Pro‐
teinextraktion wurden die Herzen trocken gelagert oder in TNN working Puffer aufge‐

























netischer  Ansatz  zur  Untersuchung  der  ILK‐Funktion  im  lebenden  Organismus  
geschaffen werden. Zum anderen sollte durch die Untersuchung chemischer Substan‐
zen (small molecules) auch auf pharmakologischer Ebene der ILK‐ Signalweg im Herzen 
weiterführend  erforscht werden  (4.4).  Im  folgenden  Abschnitt werden  zunächst  die 
genetischen Ansätze zur Charakterisierung der ILK‐Funktion vorgestellt. 
Es sollten transgene Zebrafischlinien hergestellt werden, bei denen drei verschiedene 
humane  ILK‐Varianten  (ILKWT,  ILKS343D,  ILKR211C) herzspezifisch überexprimiert werden. 
Die humanen  ILK‐Varianten  sollen dabei helfen die Eigenschaften der  Integrin‐linked 
Kinase im Herzen besser zu verstehen. Bei der ILKWT Form handelt es sich um die Wild‐
typform  der  ILK, wohingegen  es  sich  bei  der  Variante  ILKS343D  um  eine  konstitutiv‐














4.1 Das  Tol2‐System  als  genetischer  Ansatz  zur  Charakterisierung  der  
in vivo Funktion der Integrin‐linked Kinase 
 
4.1.1 Konstruktion  konstitutiv‐aktiver  Expressionssysteme  und  Generierung  
transgener Tol2‐Zebrafischlinien 
 








hält  der  sogenannte  5´‐Entry  pDONR‐p4‐p1R‐cmlc2  den  cmlc2‐Promotor,  der  soge‐
nannte  „middle‐Entry“  (pDONR221‐ILK)  enthält  die  verschiedenen  ILK‐Varianten  und 
das  als  3´‐Entry  bezeichnete  Plasmid  pDONR‐p2R‐p3‐PA  enthält  die  PolyA  (PA)  
Sequenz. Die spezifischen Rekombinationsstellen (att‐sites) erlauben dabei das gleich‐




Eine  hohe  Transpositionsrate  wird  durch  die  Co‐Injektion  der  generierten  Tol2‐
Konstrukte mit der mRNA des Transposase‐Enzyms erreicht. Die Expression der unter‐
schiedlichen  ILK‐Formen und von GFP erfolgt konstitutiv‐aktiv  im Herzen der Zebrafi‐
sche.  Im  Destination‐Vektor  Tol2CG2  befindet  sich  nach  der  Klonierung  ein  zweiter 











Konstrukte  sind  durch  Anwendung  der  MultiSite  Gateway®  3‐Fragment  Re‐
kombinationsreaktion  von  Invitrogen  entstanden.  Einer  der  beiden  herzspezifischen  cmlc2‐
Promotoren (cmlc2) steuert die Expression des GFP‐Reporters (eGFP), wohingegen der zweite 
die  Expression des  zu untersuchenden Gens  ILKWT  antreibt. Weiterhin  enthält dieser Vektor 




Die  Generierung  der  transgenen  Zebrafischlinien  erfolgte  durch  Mikroinjektion  
(Methoden Kapitel 3.4.5) der generierten Konstrukte in befruchtete Oozyten von Wild‐
typ‐Zebrafischen  (TE‐Linie)  (Abb. 4). Bei dem Tol2‐Genexpressionssystem wird die  In‐
tegration der DNA durch das Enzym Transposase vermittelt, welches die Transposition 
ins  Genom  katalysiert.  Dazu  wurde  ein  1:1‐Gemisch  aus  DNA‐Konstrukten  und 
Transposase mRNA mit einer Konzentration von jeweils 25 ng/µl verwendet. Auf diese 
Weise wurden bei  jeder  Injektion  schätzungsweise 100‐250 pg DNA pro befruchtete 
Eizelle  eingebracht. Die  genetisch manipulierten  Zebrafischembryonen wurden  nach 
der Mikroinjektion  im  Inkubator  für eine Woche unter standardisierten Bedingungen 















stabil  in die Keimbahn  integriert war  (Founder). Weiterhin konnte die Häufigkeit des 
Auftretens transgener Zebrafische ermittelt werden. Die Identifizierung der transgenen 









ten)  erfolgen  gezielte  Testverpaarungen 
zur  Iden‐tifizierung  von  Founder‐Tieren 
anhand  der  fluoreszenzmikroskopischen 
Aus‐wertung  der  F1‐Generation.  Nach‐
kommen,  die GFP‐Signale  aufweisen,  las‐
sen darauf schließen, dass die  Integration 
der  eingebrachten  DNA  in  die  Keimbahn 





Im Rahmen  dieser Arbeit  konnten  insgesamt  28  transgene  Tol2‐Zebrafische  identifi‐
ziert werden. Dabei kann von einer 40 bis 50‐%igen Transgeneserate gesprochen wer‐
den. In der nachfolgenden Tabelle (Tab. 3) sind alle während dieser Arbeit identifizier‐






















































72  hpf  GFP‐Signale  in  den  Herzen.  (B)  DK22  (Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PolyA])  Embryonen 





Die  Injektion  Tol2‐abhängiger  konstitutiv‐aktiver Genexpressionssysteme  erzeugte  in 
den  Herzen  der  Zebrafische  transiente  GFP‐Signale.  Bereits  24  hpf  war  die  GFP‐
Expression  nach  Injektion  der  Tol2CG2‐cmlc2‐ILK‐PolyA‐Konstrukte  deutlich.  Dabei 














Abb.  6:  Funktionale  Untersuchung  der  konstitutiv‐aktiven  Tol2‐Genexpressionssysteme 
Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT/S343D/R211C‐PolyA.  Die  Injektion  der  Konstrukte  (A)  Tol2CG2‐cmlc2‐ILKWT‐







chenden  zweiten  cmlc2‐Promotor  gesteuert  wird.  Mit  Hilfe  eines  Fluoreszenz‐
mikroskopes konnten nach 72 hpf in den Herzen der Zebrafische die gleichzeitige GFP‐ 
und  TagRFP‐Expression  nachgewiesen werden  (Abb.  7).  Daraus  konnte  geschlossen 
werden, dass beide cmlc2‐Promotoren funktionsfähig sind. 
 








stabilität der  ILK  zu untersuchen, wurden Konstrukte generiert, die die  ILK  fusioniert 




Varianten  ILKWT,  ILKR211C und  ILKS343D  in einen Destination‐Vektor kloniert, der vor der 
Gateway‐Kassette TagRFP trägt (als pDEST‐N‐TagRFP‐ILK bezeichnet). Aus diesen Vek‐
toren wurden die Fragmente „N‐TagRFP‐ILK“ amplifiziert und  in den Entry pDONR221 
eingebracht. Anschließend wurde  das  Konstrukt  Tol2CG2‐cmlc2‐N‐TagRFP‐ILKR211C‐PA 
generiert, welches die ILKR211C mit dem am N‐Terminus fusionierten TagRFP enthält. 
Tol2CG2‐cmlc2‐N‐TagRFP‐ILKR211C‐PA‐injizierte  Zebrafischembryonen  zeigten  72  hpf 
herzspezifische GFP‐ wie auch TagRFP‐Signale (Abb. 8). Das ILK‐Protein wird demnach 




Abb.  8:  Überprüfung  der  ILK‐Proteinstabilität  nach  Injektion  der  konstitutiv‐aktiven  Tol2‐



















ILK  (drILK,  nicht  dargestellt)  und  ein  anderes  nur  die  durch  die  Transgenese  einge‐
brachte humane  ILK  (hsILK, blauer Balken). Weiterhin wurde ein Primerpaar verwen‐
det, das sowohl die endogene wie auch die humane  ILK erkennt  (h+zILK, grüner Bal‐
ken). Das Primerpaar  tgILK  (roter Balken) bindet  in der attB1‐site vor der  ILK und  im 
Anfang der ILK. Das heißt, dieses Primerpaar kann ausschließlich an der eingebrachten 












gegenüber wurden  auch  Founder  identifiziert,  bei  denen  nur wenige  Nachkommen 
oder  viele  Nachkommen  mit  wenigen  GFP‐Herzen  erzeugt  werden.  Um  die  ILK‐
Überexpression in diesen transgenen Zebrafischen zu überprüfen, wurden herzspezifi‐
sche qRT‐PCR Analysen vorgenommen. 
Im Vergleich  zur Wildtyp‐Kontrolle  (WT)  zeigte DK17  (Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PA]) 
auf  RNA‐Ebene  eine  deutliche  relative  Überexpression  der  eingebrachten  DNA‐
Fragmente (Abb. 10). Bei Verwendung des Primerpaares h+zILK, welches die endogene 
wie  auch  eingebrachte humane  ILK detektiert,  konnte  eine  8,5‐fach  erhöhte Menge 
der insgesamt vorliegenden ILK beobachtet werden (Abb. 10 B). Eine 1,8‐fach stärkere 
endogene  ILK‐Menge  (drILK) wurde  im Vergleich zur Kontrolle detektiert  (Abb. 10 E), 









(Abb. 10 D)  lässt darauf schließen, dass der Founder DK17 das  Insert erfolgreich übe‐
rexprimiert. 
Auch der Founder DK23 (Tg[Tol2CG2‐cmlc2‐ILKR211C‐PA]) weist herzspezifische ILK‐ und 








mit Hilfe der qRT‐PCR Primerpaare Überexpression  auf. Allerdings bewegt  sich  auch 
hier die Stärke der Überexpression etwa auf dem Level, das auch bei DK23 detektier‐
bar war (nicht dargestellt). 
Durch  die  herzspezifische  qRT‐PCR wurden  auch  Zebrafische  identifiziert,  bei  denen 
keine  deutliche  Überexpression  detektiert  werden  konnte.  Trotz  kardialspezifischer 
GFP‐Signale  in  den  Nachkommen  dieser  transgenen  Fische  wird  die  ILK  nicht  übe‐





















und DK23  festgestellt werden, dass es  sich um überexprimierende  Founder handelt. 
Durch  eine  herzspezifische Western  Blot  Analyse  (Methoden  Kapitel  3.3.1‐4)  sollte 
weitergehend  geprüft  werden,  ob  es  auch  auf  Proteinebene  zu  einer  ILK‐













Abb.  11:  DK17  und  DK23  weisen  herzspezifische  ILK‐Überexpression  auf.  Herzspezifische 
Western Blot Analyse von Nachkommen der  transgenen Zebrafische DK17 und DK23 zur Un‐
tersuchung  der  ILK‐Überexpression  auf  Protein‐Ebene.  Im  Gegensatz  zu  den  Wildtyp‐
Kontrollen  (TE) wiesen beide Founder ein deutlich verstärktes  ILK‐Signal  (untere Bande) auf. 
Pan‐Cadherin wurde als Ladekontrolle verwendet. 
 





Um  transgene  Zebrafische  zu  generieren, wurde bereits das  Tol2‐System erfolgreich 
etabliert. Bei diesem System erfolgt die Überexpression der  ILK allerdings konstitutiv‐
aktiv. Um die Überexpression der mutierten  ILK‐Varianten zu einem definierten Zeit‐
punkt  anschalten  zu  können, wurde  in  dieser  Arbeit  eine weitere  reverse  genetics‐
Methode (Einleitung Kapitel 2.2) entwickelt. 
Dabei handelt es sich um das  induzierbare Tetracyclin‐System (Einleitung Kapitel 2.2). 
Dieses  induzierbare  Genexpressionssystems  basiert  auf  der  temporär  steuerbaren  
Expression eines „Gens von  Interesse“ und eines GFP‐Reporters. Mit Hilfe des Tetra‐
cyclin‐Derivates  Doxycyclin  (Dox)  kann  zu  einem  bestimmten  Entwicklungszeitpunkt 
des Tieres die Expression der eingebrachten Gene induziert werden. Durch die Klonie‐









Dabei  sind  die  hier  verwendeten  Konstrukte  beider  Systeme  über mehrere  Klonie‐
rungsschritte entstanden. Als Ursprungsvektoren wurden die  induzierbaren Expressi‐
onsvektoren  von  Clontech  verwendet.  Die  Vektoren  TetON  Advanced  bzw.  TetOFF  
Advanced (Abb. 12) exprimieren ein Dox kontrolliertes Transaktivatorprotein. Im Falle 



























induzierbaren  und  bidirektionalen  Expression  des 
GFP‐Reporters  (AcGFP1) und eines  „Gens  von  Inte‐
resse“  eingesetzt.  Es  enthält  neben  dem  Replikati‐
onsursprung Col E1 ori die SV40 PA Sequenzen, das 
Ampicillinresistenzgen  (AmpR)  und  eine  multiple 
cloning site (MCS), in die das Gen von Interesse klo‐




bzw.  tTA‐Advanced  stattfinden  kann.  (Clontech  
               Laboratories, Inc.) 
 
Durch  die  Zugabe  von Dox  bindet  das  rtTA‐Protein  des  TetON‐Systems  an  TREmod, 
wodurch die bidirektionale Expression der Gene aktiviert wird. Ist kein Dox vorhanden, 
wird auch die Transkription unterbunden (Abb. 14). Im Gegensatz dazu findet im Falle 
des  TetOFF‐Systems  die  Expression  nur  ohne  Dox  statt,  indem  das  tTA‐Protein  am 










Abb. 14:  Schema des  induzierbaren  TetON‐Genexpressionsystems  von Clontech. Das  Tran‐
saktivatorprotein  rtTA  (von  pTet‐On‐Advanced)  bindet  unter  Behandlung  des  Tetracyclin‐





















den  Konstrukte  möglichst  klein  zu  halten.  Um  eine  außerordentliche  Effizienz  der 
Transgenese  und  zugleich  eine  kardialspezifische  Expression  der  zu  untersuchenden 




delt  es  sich  um  cmlc2‐Minimalpromotoren.  In  einer  Arbeit  von Huang  et  al.  (2003) 
konnte  gezeigt werden,  dass  die  hier  verwendete  Sequenz  ausreichend  ist,  um  die  
Expression von GFP im Herzen zu vermitteln. Nach der PCR‐Amplifikation des Minimal‐
promotors  (Methoden Kapitel 3.2.2) erfolgte die  Integration des PCR‐Produktes über 
die  Schnittstellen  EcoRI  und  BsrGI  (Methoden  Kapitel  3.2.8)  in  die  Vektoren  TetON  
Advanced bzw. TetOFF Advanced (nun als pTetON Adv.‐Pcmlc2Min bzw. pTetOFF Adv.‐
Pcmlc2Min bezeichnet, siehe Abb. 16).  
Der  nächste  Klonierungsschritt  umfasste  die  PCR‐Amplifikation  (Methoden  Kapitel 
3.2.2) der Komponenten „Pcmlc2Min‐rtTA‐SV40“ bzw. „Pcmlc2Min‐tTA‐SV40“ aus den 
Vektoren  pTetON  Adv.‐Pcmlc2Min  bzw.  pTetOFF  Adv.‐Pcmlc2Min  (Abb.  16).  Diese 
Komponenten wurden  jeweils über eine PciI‐Schnittstelle (Methoden Kapitel 3.2.8)  in 







Pcmlc2Min. Die Vektoren  sind Derivate  der  induzierbaren Genexpressionssysteme  pTet‐On‐
Advanced und pTet‐Off‐Advanced von Clontech  (Abb. 12). Über die Schnittstellen EcoRI und 
BsrGI wurde  anstelle  des  CMV‐Promotors  der  herzspezifisch  exprimierende  cardiac  myosin 
light  chain 2  (cmlc2) Minimalpromotor  (Pcmlc2Min) eingebracht. Pcmlc2Min  steuert die  Ex‐






Abb.  17:  Vektorkarten  der  induzierbaren  Expressionsvektoren  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  und 
pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min. Die Vektoren  sind Derivate des  induzierbaren Genexpressionssystems 
pTRE‐Tight‐BI‐AcGFP1  von  Clontech  (Abb.  13)  und  pTetON‐Adv.‐Pcmlc2Min  bzw.  pTetOFF‐
Adv.‐Pcmlc2Min  (Abb.  16).  Mittels  PCR  wurden  die  Komponenten  „Pcmlc2Min‐rtTA‐SV40“ 
bzw. „Pcmlc2Min‐tTA‐SV40“ aus den Plasmiden pTetON Adv.‐Pcmlc2Min bzw. pTetOFF Adv.‐
Pcmlc2Min amplifiziert und über PciI‐Schnittstellen in pTRE‐Tight‐BI‐AcGFP1 kloniert. Die gene‐
rierten  Konstrukte  exprimieren  kardialspezifisch  die  jeweiligen  Transaktivatorproteine  (rtTA 
bzw. tTA), welche an das bidirektional gesteuerte Tet response element TREmod binden. Unter 
Zugabe von Dox kann  im Falle von pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  (A) die bidirektionale Expression des 







Überprüfung  der  induzierbaren  Genexpressionssysteme  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  und 
pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min 
Um  zu  überprüfen,  ob  der  in  die  Konstrukte  klonierte  cmlc2‐Minimalpromotor 
(Pcmlc2Min) (Methoden Kapitel 3.2) und das Genexpressionssystem per se funktional 
sind, wurden Mikroinjektionen  (Methoden Kapitel 3.4.5)  in das Ein‐Zell‐Stadium  von 
Wildtyp‐Zebrafischen  (Methoden  Kapitel  3.4.2)  vorgenommen.  Dabei  wurden  die 
Plasmide  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  bzw.  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min  verwendet  (Abb.  17).  Die 
Anzahl  der  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min‐  wie  auch  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min‐injizierten  Fische 
wurde  jeweils halbiert. Eine Hälfte der  jeweils  injizierten Tiere wurde mit Dox  (+Dox) 
behandelt  (Methoden  3.4.6). Dazu wurde  das Dox  in  das  PTU‐versetzte  E3‐Medium 
gegeben, sodass die Dox‐Konzentration 30 µg/ml betrug. Die Zugabe von Dox erfolgte 




0‐72  hpf mit Dox  (+Dox)  behandelt wurden,  zeigten  im Gegensatz  zum OFF‐System  
72 hpf GFP‐Signale in den Herzen (Abb. 18). Die transiente GFP‐Expression wurde fluo‐
reszenzmikroskopisch durch Anregung mit  entsprechendem  Licht detektiert  (Metho‐
den Kapitel 3.4.3). Umgekehrt  konnte ohne  Zugabe  von Dox  (‐Dox)  kein GFP  in den 
Herzen der Tiere nachgewiesen werden. Unbehandelte pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min‐injizierte 
Fische  zeigten  72  hpf  im  Vergleich  zu  mit  Dox  behandelten  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min‐
Fischen GFP‐Signale in den Herzen. Wie nach DNA‐Injektionen sehr häufig, konnte eine 
Mosaikexpression von GFP beobachtet werden. Sowohl mit Dox behandelte als auch 













Entzug  von Dox  von  72‐96  hpf  jedoch  noch  keine GFP‐Expression  induziert werden. 
Zebrafische, die von 0‐72 hpf unbehandelt waren und dadurch GFP‐Signale in den Her‐
zen aufwiesen, zeigten auch nach dem Wechsel der Induktionsbedingungen weiterhin 
GFP‐Expression. Das die bereits  induzierten  Fische weiterhin GFP  aufwiesen und die 





























Abb.  18:  Überprüfung  der  induzierbaren 
Genexpressionssysteme  pTRE‐ON‐
Pcmlc2Min  bzw.  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min. 
Bei  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  injizierten  Fi‐
schen  erfolgte  die  Behandlung  mit  30 
µg/ml  Dox  (+Dox)  von  0‐72  hpf.  Im  Ver‐




injizierte  Fische  wiesen  keine  GFP‐
Expression  auf.  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min  inji‐
zierte  Fische,  die  von  0‐72  hpf  mit  30 
µg/ml Dox  behandelt wurden,  zeigten  72 
hpf  keine GFP‐Expression. Demgegenüber 
wiesen  unbehandelte  pTRE‐OFF‐
Pcmlc2Min  injizierte  Fische  GFP‐
Expression auf. 
Von 72‐96 hpf fand ein Wechsel der Induk‐
tionsbedingungen  für die  Expression  statt 
(senkrechter  Pfeil).  Fische,  die  bis  dahin 
mit  Dox  behandelt  wurden,  wurden  von 









injizierten  Fischen  weiterhin  GFP  detek‐
tiert  werden.  Bei  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min 
injizierten  Fischen,  denen  von  72‐96  hpf 
Dox entzogen wurde, zeigten 96 hpf  trotz 













Klonierung  induzierbarer  Expressionssysteme  zur  Generierung  transgener  
Zebrafischlinien mit herzspezifischer ILK‐Überexpression 
Nachdem die verschiedenen Komponenten des induzierbaren Tetracyclin‐Systems und 
der  herzspezifische  cmlc2‐Promotor  zusammengebracht  wurden,  erfolgten  weitere 
Klonierungsarbeiten.  
Zur Erleichterung weiterer und zukünftiger Klonierungsschritte wurden die Konstrukte 







pDEST‐TetOFF‐Pcmlc2Min.  Die  Vektoren  sind  Derivate  der  induzierbaren  Genexpressions‐
systeme  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  bzw.  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min  (Abb.  17). Mit  Hilfe  des  Gateway 
Vector  Conversion  Systems  von  Invitrogen  erfolgte  die Umwandlung  der  bisher  generierten 






tion‐Vektoren  statt. Demzufolge wurden  folgende  induzierbare Konstrukte generiert: 
pTetON‐Pcmlc2Min‐ILKWT  bzw.  pTetOFF‐Pcmlc2Min‐ILKWT  (Abb.  20),  pTetON‐








der  induzierbaren  Genexpressionssysteme  pDEST‐TetON‐Pcmlc2Min  bzw.  pDEST‐TetOFF‐
Pcmlc2Min  (Abb.  19).  Die  Integration  der  Wildtyp‐ILK‐Variante  (ILKWT)  in  die  Destination‐
Vektoren  erfolgte mit Hilfe  der Gateway®‐Technologie  von  Invitrogen. Die  Zugabe  von Dox 
resultiert  im Falle von pTetON‐Pcmlc2Min‐ILKWT  in der herzspezifischen Expression der Wild‐
typ‐ILK und von GFP. Bei pTetOFF‐Pcmlc2Min‐ILKWT kommt es unter der Zugabe von Dox nicht 










4.2.2 Generierung und  Identifizierung  transgener  Zebrafische mit herzspezifischer 
und induzierbarer ILK‐Überexpression 
 
Zur  Generierung  transgener  Zebrafische  wurden  die  induzierbaren  Tet‐Konstrukte 
(Abb.  20) mit den Restriktionsenzymen  SspI und DrdI  linearisiert  (Methoden Kapitel 







Die  genetisch manipulierten  Embryonen wurden  fluoreszenzmikroskopisch  vorunter‐
sucht und selektiert. Dabei wurden nur die Tiere zur Aufzucht verwendet, die kardial‐
spezifische  GFP‐Expression  aufwiesen.  Dazu  wurden  die mit  pTetON‐Pcmlc2Min‐ILK 
injizierten Embryonen mit 30 µg/ml Dox behandelt (Methoden 3.4.6). Das Dox wurde 
von 24‐72 hpf in das PTU‐versetzte E3‐Medium der Fische gegeben, denn beim TetON‐
System  findet  nur  unter  Zugabe  von Dox  die  Expression  der  ILK  und  von GFP  statt.  
Fische,  denen  pTetOFF‐Pcmlc2Min‐ILK  injiziert  wurde,  wurden  unbehandelt  unter‐
sucht, da bei diesem System die Expression nur ohne Doxycyclin stattfinden kann. Die 
Aufzucht erfolgte anschließend unter standardisierten Bedingungen in der Aquarienan‐
















alspezifisch die Wildtypform der  ILK  (Tab. 4 DK29 und DK30  (Tg[pTetON‐Pcmlc2Min‐
ILKWT]).  Weiterhin  konnte  auf  die  gleiche  Weise  der  Founder  DK31  (Tg[pTetON‐
Pcmlc2Min‐ILKS343D])  ermittelt  werden,  bei  dem  die  konstitutiv‐aktive  ILK‐Variante 
ILKS343D überexprimiert wird.  
Abbildung 21  zeigt exemplarisch Nachkommen des Founders DK30, die von 0‐72 hpf 













Gegensatz  zu  jüngeren  Embryonen,  vermutlich  nicht  so  leicht  in  das  Gewebe  des  





der  Nachkommen  von  DK30.  Fluores‐
zenzmikroskopische  Untersuchung  der 
embryonalen  Nachkommen  des  Founders 
DK30, bei denen nach  Induktion die Wild‐
typform  der  ILK  und  GFP  in  den  Zebra‐
fischherzen  exprimiert  wird.  Fische,  die 
von  0‐72  hpf  mit  Dox  (+Dox)  behandelt 
wurden,  zeigten  kardialspezifische  GFP‐
Signale.  Im  Gegensatz  dazu  wiesen  die 
Embryonen, die ohne Dox  (‐Dox) gehalten 
wurden,  kein GFP  auf.  Von  72‐96  hpf  er‐
folgte  ein  Wechsel  der  Induktionsbedin‐
gungen (senkrechter Pfeil). Bei Embryonen, 
die bis 72 hpf mit Dox behandelt wurden, 
erfolgte  von  72‐96  hpf  keine  Dox‐
Behandlung.  Sie  zeigten  weiterhin  GFP‐
Signale in den Herzen. Die bis 72 hpf unbe‐
handelten  Fische  wurden  wiederum  von 
72‐96  hpf mit Dox  behandelt. Diese  Tiere 











einheitliche  und  ausschließlich  kardialspezifische  GFP‐Expression  auf.  Während  der 
Testverpaarungen  konnten  allerdings  noch weitere  Zebrafische  identifiziert werden, 
bei denen GFP  im Herzen detektierbar war.  Interessanterweise waren darunter auch 
Fische, bei denen die Nachkommen im Herzen eine Mosaikexpression des GFP zeigten. 












die  Injektion  von  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min  und  pTRE‐OFF‐Pcmlc2Min  in  Wildtyp‐
Zebrafischembryonen  erfolgreich überprüft  (Kapitel  3.2.1). Dort  konnte  gezeigt wer‐
den, dass Pcmlc2Min erfolgreich die Expression des Transaktivatorproteins nach der 
Induktion steuern kann, da GFP  in denen Herzen detektierbar war. Deshalb kann dar‐





Reportergenassay  entwickelt.  Mit  einem  zweiten  andersfarbigen  Reporter  wurde 
überprüft,  ob  neben  der  sichtbaren  GFP‐Reportergenexpression  auch  die  ILK‐
Expression stattfindet. Dazu wurden Konstrukte generiert, die statt der jeweiligen ILK‐








fluoreszierenden  GFP‐Expression  auch  die  rot‐fluoreszierende  TagRFP‐Expression  in 
den  Herzen  der  Zebrafischembryonen  erreicht  wurde.  Fand  keine  Dox‐Behandlung 





Induktionssignals  für  die  Expression  weiterhin  sowohl  GFP‐,  als  auch  TagRFP‐
Expression auf. 
Unbehandelte pTetOFF‐Pcmlc2Min‐TagRFP‐injizierte Tiere wiesen die Expression bei‐
der  Reportergene  auf.  Wurden  diese  Fische  allerdings  mit  Dox  behandelt,  waren  
72  hpf  keine  bzw.  sehr  schwache GFP‐  oder  TagRFP‐Signale  sichtbar  (Abb.  22). Wie 
beim  oben  beschriebenen  ON‐System  waren  auch  die  pTetOFF‐Pcmlc2Min‐TagRFP‐
injizierten Zebrafische nach einem Wechsel der Expressionsbedingungen  induzierbar. 
Die 24 h von 72‐96 hpf waren ausreichend, um bei den bis dahin mit Dox behandelten 














von  0‐72  hpf wurde,  im Gegensatz  zu  den  Kontrollfischen,herzspezifisch  die  Expression  der 
Reporter GFP  und  TagRFP  erreicht. Unbehandelte  Zebrafische  zeigten  eine  sehr  geringe  bis 




terhin  GFP‐  und  TagRFP‐Expression.  Auch  die  pTetOFF‐Pcmlc2Min‐TagRFP‐injizierten  Fische 













werden.  Dazu  wurde  das  Konstrukt  pTetON‐Pcmlc2Min‐NTagRFP‐ILKR211C  generiert, 
welches die ILKR211C mit dem am N‐Terminus fusionierten TagRFP enthält.  
pTetON‐Pcmlc2Min‐NTagRFP‐ILKR211C  wurde  in  befruchteten  Eizellen  injiziert.  Eine 
Hälfte der  injizierten Eier wurde mit Dox behandelt, die andere Hälfte blieb unbehan‐
delt.  Im Gegensatz zu den unbehandelten Embryonen  (‐Dox) zeigten die mit Dox be‐
handelten  (+Dox)  Zebrafische  deutliche  GFP‐  und  TagRFP‐Signale  in  den  Herzen  
(Abb. 23). In wenigen Fällen war jedoch eine sehr schwache Expression beider Repor‐
ter detektierbar (leaky expression). Die kardialspezifische Detektion beider Reporter in 
pTetOFF‐Pcmlc2Min‐NTagRFP‐ILKR211C‐injizierte  Zebrafische,  war  ohne  Dox‐Zugabe 
möglich  (Abb. 23). Erfolgte  jedoch die Dox‐Zugabe  ins E3‐Medium der Tiere, erfolgte 















Dox‐Bedingungen  eine  deutliche  GFP‐  und  TagRFP‐Expression  und  im  Falle  von  +Dox‐
behandelten Fischen keine Signale. 
 






Um  die  Vorteile  von  beiden  bisher  verfolgten  Strategien  zu  vereinen,  erfolgte  eine 
Kombination  beider  Transgenesesysteme. Dazu wurden weitere  Klonierungsarbeiten 
vorgenommen,  die  die  Fusion  von  Komponenten  der  induzierbaren  und  konstitutiv‐
aktiven Genexpressionssysteme umfassten. Auch hierbei wurde das MultiSite Gateway 
3‐Fragment  Systems  von  Invitrogen  (Methoden  Kapitel  3.2.11)  verwendet.  Zunächst 
wurden 5´‐ und 3´‐Entry Vektoren generiert, die die Komponenten des  induzierbaren 







AcGFP1‐Gen  und  der  dazugehörigen  SV40  PA‐Sequenz  (nachfolgend  als  pDONR‐p4‐
p1R‐5´Tet (Abb. 24 A) bezeichnet). 
Der  generierte  3´‐Entry  hingegen  enthält  neben  den  attR2‐  und  attL3‐
Rekombinationsstellen den cmlc2‐Minimalpromotor (Pcmlc2Min), die Sequenz für das 
Transaktivatorprotein rtTA und die dazugehörige terminale SV40‐Sequenz. Des Weite‐
ren enthält dieser Entry eine  zusätzliche SV40 PA‐Box, die als  terminale Sequenz  für 





Abb.  24  Vektorkarten  der  Entry´s  für  die  Generierung  der  induzierbaren  Tet+Tol2‐





ILK‐Varianten  enthaltenden  „middle‐Entry“  und  dem  Destination‐Vektor  Tol2pA2  bei  einer 
MultiSite Gateway  3‐Fragment Rekombinationsreaktion  eingesetzt. Auf  diese Weise  können 
induzierbare Tet+Tol2‐Genexpressionssysteme generiert werden. 
 
















Abb.  25:  Vektorkarte  des  induzierbaren  Expressions‐systems  Tol2pA2‐ON‐ILKR211C.  Bei  den 
Konstrukten handelt es  sich um eine  Fusion des  induzierbaren Tetracyclin‐Systems mit dem 
Tol2‐System, das sich durch eine sehr hohe Transgeneserate auszeichnet. Die generierten Kon‐
















und  unter  standardisierten  Bedingungen  aufgezogen. Nach  gezielten  Testverpaarun‐
gen konnten bislang fünf transgene Zebrafischlinien identifiziert werden. Bei vier Linien 




kommen  von DK34  (Tg[Tol2pA2‐ON‐ILKWT])  in Abbildung 26  als Beispiel  gezeigt wer‐
den. Weiterhin konnte ein Founder identifiziert werden, bei dem die Kinase‐defiziente, 















Wie  beim  TetON‐System  konnten  auch  hier  die Nachkommen  der  Founder mit Dox 
induziert werden. Die  Induktion der Expression erfolgte durch Zugabe von 30 µg/ml 
Dox  in das PTU‐versetzte E3‐Medium der Tiere (Methoden Kapitel 3.4.6). Bei den un‐
behandelten  Fischen  handelt  es  sich  um  Zebrafische,  die  in  E3‐Medium mit  1x  PTU 
gehalten wurden. Bei allen Versuchsanordnungen wurde das Medium täglich erneuert. 














signals weiterhin GFP  in den Herzen. Vermutlich  liegt das  an der bestehenden Dox‐
Konzentration im Zebrafischgewebe und/oder der GFP‐Stabilität. 
Diese Arbeit demonstriert demnach erfolgreich, dass dieses modifizierte Transgenese‐










Abb.  26: Untersuchung  der  induzierbaren 
und  kardialspezifischen  GFP‐Expression 
der Nachkommen von DK34. Die Untersu‐




ILK  kardialspezifisch  überexprimiert.  Nach 
der  Induktion mit Dox  (+Dox) von 0‐72 hpf 
konnte  in den Herzen der Tiere GFP detek‐





detektiert werden.  Tiere  die  von  0‐72  hpf 
mit  Dox  behandelt  wurden,  zeigten  auch 












die  Funktionalität  des  Transaktivatorprotein‐steuernden  cmlc2‐Minimalpromotors 




dahin  unbehandelten  Zebrafische wurden  nach  der  Auswertung  72‐96  hpf mit  Dox 

















werden.  Dagegen  konnte  durch  einen 
Wechsel  der  Induktionsbedingungen  von 











Evaluation  der  ILK‐Expression  mit  Hilfe  von  TagRFP  bei  den  induzierbaren  
Tet+Tol2‐Konstrukten 
Anhand einer weiteren Untersuchung wurde geprüft, ob die bidirektionale Expression 
von GFP und  ILK  in den  induzierbaren Tet+Tol2‐Konstrukten  stattfindet. Dazu wurde 
anstelle der  ILK‐Varianten TagRFP  in die Konstrukte kloniert  (als Tol2pA2‐ON‐TagRFP 
bezeichnet) und  in befruchtete Zebrafischoozyten  injiziert. Eine Hälfte der  injizierten 
Fische  wurde  mit  30  µg/ml  Dox  behandelt,  die  andere  Hälfte  blieb  unbehandelt  























schließend  durch Mikroinjektion  in  befruchtete Oozyten  eingebracht. Die  injizierten 




















Abb.  29: Überprüfung  der  ILK‐Proteinstabilität  nach  Injektion  der  induzierbaren  Tet+Tol2‐
Konstrukte.  Tol2pA2‐ON‐N‐TagRFP‐ILKR211C‐injizierte  Zebrafische  ließen  sich  mit  Dox  (+Dox) 
induzieren, wobei die  Inkubation mit Dox von 0‐72 hpf stattfand. Unbehandelte Tiere  (‐Dox) 















sche  mit  der  Überexpression  der  verschiedenen  ILK‐Formen  überlebensfähig  sind.  













Kinaseaktivität  und  Bindungsfähigkeit  zu  β‐Parvin  (Affixin).  Phänotypisch weisen  ho‐
mozygot mutante msq‐Fische  (msq‐/‐)  eine  eingeschränkte  Kontraktilität  von  Atrium 
und Ventrikel auf. Auf molekularer Ebene wurden  in msq‐/‐ Fischen eine verminderte 
anf‐  und  vegf‐Expression  sowie  PKB‐Phosphorylierung  beobachtet.  Die  PKB  ist  eine 
downstream gelegene Komponente des  ILK‐Signalweges. Die Überexpression der PKB 
führt zu einem rescue des msq‐Phänotyps.  
In  dieser Arbeit wurden  deshalb  small molecules  identifiziert,  die möglicherweise  in 





vermutlich  die  PKB‐Phosphorylierung  und  damit  den  ILK‐Signalweg  fördern.  Sie  um‐
fasst PKB Aktivatoren (Tab. 6) und Phosphatase Inhibitoren (Tab. 7). Phosphatase Inhi‐




















Verstärkte  Phosphorylierung  von  PKB  an  T308  and  S473 




Verstärkte  Phosphorylierung  von  PKB  an  T308  and  S473 









Phosphorylierung  von  Akt/PKB  an  S473  and  verstärkte  ILK 
Aktivität (in A549 and HEK293 Zellen) (Wen et al., 2002) 









































Okadasäure  Inhibiert die Aktivität  von PP1 und PP2A  (Dawson and Hol‐
mes, 1999) 
Microcystin  Inhibiert die Aktivität  von PP1 und PP2A  (Dawson and Hol‐
mes, 1999) 
Cyclosporin A  Inhibiert die Aktivität von PP2 (Dawson and Holmes, 1999 





Die  small  molecules  THC,  Calyculin  A,  Cyclosporin  A  und  Okadasäure  wurden  im  
Rahmen dieser Arbeit weiterführend untersucht. Die Substanzen wurden an homozy‐
got mutanten msq‐Embryonen (msq‐/‐‐Embryonen) getestet (Methoden Kapitel 3.4.7), 
die  sich  durch  einen  Kontraktilitätsdefekt  auszeichnen.  Dazu wurde  eine  Hälfte  der 
Zebrafischeier mit einer Chemikalie behandelt, die andere Hälfte blieb unbehandelt. 
Die  unbehandelten  Fische  dienten  als  Kontrolle, wobei  sich  deren Medium  aus  E3‐
Medium, 1x PTU und der entsprechenden Trägersubstanz DMSO bzw. Methanol  zu‐
sammensetzte. Die  jeweilige  Substanz wurde  in  E3‐Medium  gelöst,  das  neben  dem  
1x PTU die entsprechende Trägersubstanz für die Chemikalie enthielt (1 % DMSO oder 
1 % Methanol)  (Methoden 3.4.7). Die Auswertung der Embryonen erfolgte mit Hilfe 
einer  Dokumentationsanlage  unter  einem Mikroskop  (Methoden  Kapitel  3.4.3).  Die 
gefilmten Tiere wurden genotypisiert (Methoden Kapitel 3.2.1‐2) und anhand der an‐
gefertigten  Filme  erfolgte  die  Beurteilung  der  Kontraktionsfähigkeit  der  Ventrikel 




tegorisiert.  Die  Kategorisierung  erfolgte  danach,  ob  die  Fische  hinsichtlich  ihrer 











lierung  der  PKB  verstärken  können  (Sánchez  et  al.,  2003). Deshalb wurde  in  einem  
Assay die Wirkung von THC auf msq‐/‐‐Embryonen hinsichtlich der Kontraktion des Her‐
zens untersucht. Die Inkubation mit 1µM THC erfolgte von 0‐96 hpf, wobei das Medi‐




Die  Kontraktionskraft  unbehandelter  Zebrafische  (Kontrolle),  die  einen  Wildtyp‐
Genotyp (WT) hatten, betrug 43 %. Demgegenüber wiesen unbehandelte Zebrafische 
mit einem homozygot mutanten msq‐Genotyp (msq‐/‐) durch das ventrikuläre Fractio‐
nal  Shortening  eine  geringere  Kontraktionskraft  von  6,4 %  auf. Mit  THC  behandelte 
Zebrafische mit  einem Wildtyp‐Genotyp  zeigten wie  die  unbehandelten  Fische  eine  
45 %‐ige Kontraktionskraft (Abb. 30), das heißt, dass die Substanz THC keinen negati‐
ven  Effekt  auf  das Herz‐Kreislauf‐System  der  Zebrafische  hat. Wurden  die  Tiere mit 
THC behandelt, wiesen msq‐/‐‐Embryonen hingegen eine ähnlich verminderte Kontrak‐
tionskraft auf wie unbehandelte Fische (4,4 %). Demzufolge handelt es sich bei THC um 























Zebrafische,  die  nicht  mit  Okadasäure  behandelt  wurden  (E3‐Medium,  1  x  PTU,  
1 % DMSO). 
Im Gegensatz zu msq‐/‐‐Embryonen wiesen Tiere mit einem Wildtyp‐Genotyp (WT), die 





























Abb.  31: Okadasäure  erzeugt  in msq‐/‐‐Embryonen  einen  partiellen  rescue  des  Kontraktili‐
tätsdefektes und  fördert die Phosphorylierung der PKB.  (A) Ventrikuläres Fractional Shorte‐
ning (FS) von homozygot mutanten msq‐Embryonen (msq‐/‐) im Vergleich zu Wildtyp (WT) Zeb‐

























durch  das  ventrikuläre  Fractional  Shortening  eine  Kontraktionskraft  von  48 %  bzw.  
49 % auf  (Abb. 32 A).  Im Gegensatz dazu  zeigten unbehandelte homozygot mutante 





























wurde  und  die  Protein‐Phosphatasen  PP1  und  PP2A  inhibieren  kann. Dabei  soll  die 





das Medium  der  Tiere  täglich  gewechselt wurde.  Zum  anderen wurde  ein  Teil  der  
Fische  als  Kontrolle  verwendet  und  blieb  deshalb  unbehandelt  (E3‐Medium,  1x  PTU 
und 1 % DMSO). Auch hier wiesen unbehandelte wie auch mit Calyculin A behandelte 








Interessanterweise  konnte  auch  durch  eine  Western  Blot  Analyse  auf  molekularer 
Ebene gezeigt werden, dass sich die Menge an phosphorylierter PKB (pPKB) in den mit 
Calyculin  A  behandelten msq‐/‐‐Embryonen  drastisch  erhöhte  (Abb.  33  B),  denn  bei 





Abb.  33:  Calyculin A  kann  in msq‐/‐‐Embryonen  den  Kontraktilitätsdefekt  partiell  beheben 
und die PKB‐Phosphorylierung wiederherstellen. (A) Ventrikuläres Fractional Shortening (FS) 
von homozygot mutanten msq‐Embryonen (msq‐/‐) im Vergleich zu Wildtyp (WT) Zebrafischen. 
Msq‐/‐‐Embryonen,  die mit  100  nM  Calyculin A  von  0‐96  hpf  behandelt wurden,  zeigten  im 



































Abb. 34: Calyculin A kann  in msq‐/‐‐Embryonen die anf‐Expression wiederherstellen.  In  situ 
Hybridisierung zur Untersuchung der anf‐Expression. (B) Unbehandelte msq‐/‐‐Embryonen wie‐



















eine  hohe  Transgeneserate  auszeichnet  (Koga  et  al.,  1996;  Kawakami  et  al.,  2004; 






rafischlinien  wurden  Konstrukte  erzeugt,  die  über  einen  herzspezifischen  cmlc2‐
Promotor  konstitutiv‐aktiv  verschiedene  ILK‐Varianten  (ILKWT,  ILKR211C,  ILKS343D)  
überexprimieren.  Ein weiterer  cmlc2‐Promotor  vermittelt  die  Expression  eines GFP‐
Reporters. Durch spezifische Tol2‐Sequenzen in den generierten Konstrukten kann die 
Transposition der DNA ins Genom erfolgen.  
Der  cmlc2‐Promotor  ist ein herzspezifischer Promotor  aus dem  Zebrafisch und  kann 
die  Expression  von  GFP  in  den  Herzen  von  Zebrafischen  steuern  (Rottbauer  et  al., 
2002; Huang  et  al.,  2003;  Burns  et  al.,  2005).  Bei  den  ILK‐Varianten  ILKWT,  ILKR211C, 
ILKS343D handelt es sich um humane Formen der ILK. ILKWT stellt die Wildtypform der ILK 
dar. Bei  ILKR211C handelt es sich um eine  ILK‐Variante, bei der Arginin  (Arg, R) an der 
Position  211 mit  der  Base  Cystein  (Cys,  C)  ausgetauscht wurde. Der  Austausch  von  









in  den  Herzen  auf.  Dadurch  war  sichergestellt,  dass  der  GFP‐antreibende  cmlc2‐
Promotor  funktionsfähig  ist.  Die  Überprüfung  des  zweiten  ILK‐antreibenden  cmlc2‐
Promotors erfolgte über einen Reportergenassay.  In diesem Fall  steuerte der  cmlc2‐
Promotor die Expression des rot‐fluoreszierenden TagRFP. Auch hier konnte nach der 
Injektion  durch  eine  herzspezifische  TagRFP‐Expression  die  Funktionsfähigkeit  des 
zweiten cmlc2‐Promotors bestätigt werden. Um sicherzustellen, dass dieser Promotor 





im  Fisch  vorliegt.  Deshalb  kann  davon  ausgegangen  werden,  dass  die  konstitutiv‐
aktiven Tol2‐Konstrukte auch  in den transgenen Zebrafischen funktional sind und das 
ILK‐Protein tatsächlich stabil gebildet werden kann. Es wäre es auch möglich gewesen, 
dass die Mutation  zur Degradation des  ILKR211C‐Proteins  führt. Die Degradation eines 
Proteins,  ausgelöst  durch  eine  Mutation,  konnte  beispielsweise  bei  der  Vorstufe  
(epidermal‐growth‐factor‐precursor  homology  domain)  des  Low  Density  Lipoprotein 






ten Gens  stattfindet,  konnte auch  in anderen Arbeiten gezeigt werden.  So wurde  in 
einen  Tol2‐Transposon‐Vektor  eine GFP‐Kassette  hinter  einen  ubiquitären  Promotor 
(EF1α) kloniert, der nach der gemeinsamen Injektion mit Transposase RNA in befruch‐














serate erreicht werden.  Im Gegensatz dazu  konnte durch die Anwendung des  I‐SceI 
Meganuklease  Systems  bereits  eine  etwa  30 %ige  Transgeneserate  bewirkt werden 
(Thermes  et  al.,  2002;  Grabher  and Wittbrodt,  2007).  Bei  der  I‐SceI  Meganuklease 
handelt es  sich um eine Endonuklease, die DNA an bestimmten Sequenzabschnitten 
schneidet und  so die  Integration von einem Gen  in das Genom vermittelt. Das Tol2‐
System  unterscheidet  sich  bezüglich  der  Transgeneserate  von  anderen  Transposon‐






in  den  Herzen  der  Embryonen mosaikartige  GFP‐Expression  auf.  Bei  drei  weiteren 
















maschinerie  abgelesen  werden,  kann  es  auch  zum  silencing  der  fremden  DNA 
kommen. Das durch die Integration der DNA ins Heterochromatin verursachte Phäno‐
men der Mosaikexpression wurde schon 1984 in Drosophila melanogaster beobachtet 
(Hazelrigg  et  al.,  1984).  Die Methylierung  der  DNA  spielt  vermutlich  ebenfalls  eine 
wichtige Rolle (Halpern et al., 2008; Galweiler et al., 2000; Thummel et al., 2006; Mar‐
tin und McGowan, 1995). Die integrierte DNA selbst könnte methyliert werden, wenn 
sie  in Heterochromatinbereiche  integriert, wodurch  die  Expression  vermindert wird. 
Die Integration der DNA  ins Heterochromatin könnte auch die unterschiedlichen GFP‐
Signalintensitäten der Zebrafischherzen  innerhalb eines Geleges erklären.  In den ver‐
schiedenen  Zellen  könnte  es  darüber  hinaus  zu  differentieller  DNA‐Methylierung 
kommen  (Stuart et al., 1990; MacGregor et al., 1987). Es  ist auch denkbar, dass die 
fremde  DNA  von  der  zebrafischeigenen  Expressionsmaschinerie  nicht  erkannt  wird 
oder die Effizienz der Genaktivierung ungenügend  ist  (Stuart et al., 1990; Culp et al., 
1991).  Allerdings  kommt  es  auch  zur Mosaikexpression, wenn  in  einen Organismus 
arteigene Promotoren eingebracht werden  (Dorer und Henikoff, 1994; Higashijima et 
al., 1997). Daher spielt vielleicht nicht nur der Promoter, der das „Gen von Interesse“ 
steuern  soll,  sondern  auch die  anderen eingebrachten Komponenten eine Rolle. Die 
hier  verwendeten  konstitutiv‐aktiven  Tol2‐Konstrukte  enthalten  mehrere  Poly  A‐






Durch  die  Untersuchung  der  ILK‐Überexpression  auf  RNA‐Ebene  (Kapitel  4.1.3) mit 
Hilfe herzspezifischer qRT‐PCRs wurde festgestellt, dass nicht alle Nachkommen identi‐






elf  Tieren)  zeigte  eine mittelmäßige,  aber  deutlich  vorhandene  Überexpression  auf 
RNA‐Ebene. Im Gegensatz dazu konnte bei drei anderen transgenen Fischen trotz kar‐
dialspezifischer  GFP‐Expression  keine  Überexpression  auf  RNA‐Ebene  nachgewiesen 
werden.  
Tiere, die keine oder eine nur mittelmäßige Überexpression im Vergleich zu dem sehr 
stark  überexprimierenden  Founder  aufweisen,  unterliegen  vermutlich  den  Effekten, 
die bereits  zuvor beschrieben wurden.  Je nach  Individuum befindet  sich die  fremde 
DNA womöglich  im Heterochromatin, wurde methyliert oder durch andere zelleigene 
Mechanismen nur sehr schwach oder gar nicht exprimiert. Auf diese Weise ist es vor‐
stellbar,  dass  GFP  exprimiert  wird,  aber  nicht  die  ILK.  Dass  es  auch  beim  Tol2‐
Transposon‐System zum silencing der eingebrachten DNA kommt, konnte bereits ge‐
zeigt werden. Allerdings wurde auch beobachtet, dass dieser Effekt  im Vergleich  zur 
zufälligen  Plasmid‐Integration  in  ein  Genom  bei  Anwendung  von  unterschiedlichen 
Transposonsystemen  seltener  auftritt. Die  Rate  des  gene  silencing  betrug  in  diesen 
Fällen 2‐3‐% (Grabundzija et al., 2010). 
In dieser Arbeit wurde die ILK‐Überexpression von zwei transgenen Zebrafischen auch 
auf  Protein‐Ebene  untersucht  (Abb.  11  in  Kapitel  4.1.4). Dabei  handelte  es  sich  um 
Founder, die bereits auf RNA‐Ebene  ILK‐Überexpression aufwiesen. Durch eine herz‐










5.2 Das  induzierbare  Tet‐System  als  genetischer  Ansatz  zur  in  vivo  
Charakterisierung der ILK‐Funktion 
 




in  einem DCM‐Patienten  identifiziert  (Knöll  et  al.,  2007).  Häufig  entwickelt  sich  ein 
Kardiomyopathie‐Phänotyp  erst  im  erwachsenen Menschen. Daher war  es  in  dieser 
Arbeit von besonderem Interesse, ein System zu entwickeln, bei dem die Überexpres‐
sion mutierter  ILK‐Formen  erst  im  adulten  Zebrafisch  angeschaltet  und  untersucht 
werden kann. Da DCM‐Patienten oft heterozygote Mutationsträger sind und im trans‐





(ILKWT,  ILKR211C,  ILKS343D) herzspezifisch, allerdings nach  Induktion mit dem Tetracyclin‐
Derivat Doxycyclin (Dox). Dazu wurden die Komponenten der verschiedenen Tetracyc‐
lin‐Systeme  erfolgreich  zu  einem  einzigen  induzierbaren  Konstrukt  fusioniert. Dieses 
System ermöglicht durch das  Induktionssignal Dox  zu einem definierten Zeitpunkt  in 
einem bestimmten Gewebe die Überexpression eines zu untersuchenden Gens.  
Bis  heute wurde  eine Vielzahl  konditionaler Genexpressionssysteme  entwickelt,  bei‐
spielsweise  das  heat  shock‐Promotor‐getriebene  System  (Deiters  and  Yoder,  2006; 
Hans  et  al.,  2009).  So  konnte  durch  Hitze  die  ubiquitäre  LacZ  Expression  ausgelöst 
werden  (Adám  et  al.,  2000). Die  Expression  von GFP  konnte  erst  durch  eine  Laser‐









ses Vitamin A‐Derivat endogen  vorliegt. Dazu wurden  stabile  transgene  Zebrafischli‐
nien generiert, die nach der Bindung des Liganden RA über das Retinoic Acid Response 
Element  (RARE)  die  Reportergenexpression  regulieren.  Durch  die  Gabe  zusätzlicher 
Retinolsäure konnte die GFP Expression auch zeitlich gesteuert werden (Perz‐Edwards 
et al., 2001).  



























Tebufenozid erfolgt die Bindung des  generierten  Transaktivators  an die UAS,  sodass 
GFP Expression im Fisch konditional stattfindet (Esengil and Chen, 2008).  











vivo  überexprimiert wird. Die  Tiere  entwickeln  daraufhin  verschiedene  Tumore  und 
Hyperplasie (Le et al., 2007). 
 
In  dieser  Arbeit  konnten  induzierbare  Konstrukte  generiert werden,  bei  denen  nur 
noch  eine Mikroinjektion  in  befruchtete  Zebrafischoozyten  benötigt  wird,  wodurch 


























myokardialer  GFP‐Expression  ausreichend  ist  (Huang  et  al.,  2003).  Darüber  hinaus 





nicht  auslösen  (Abb.  18  in  Kapitel  4.2.1).  Ausschließlich  bei  pTRE‐ON‐Pcmlc2Min‐
inizierten Fischen war ab 72 hpf durch die Dox‐Behandlung die GFP‐Expression detek‐









dialer GFP‐Expression  konnte  beobachtet werden,  dass  induzierte  Larven  nach  dem 
Dox‐Entzug erst nach über 25 Tagen kein GFP mehr zeigen und induzierte adulte Fische 














und  eine  darüber  gesteuerte  Gen‐Reporter‐Fusion  (Axin1‐YFP)  enthält.  Diese  Linie 
kann je nach Bedarf mit einer transgenen Linie gekreuzt werden, bei der ein gewebe‐





in  dieser  Arbeit,  zum  anderen  aber  auch  durch  einen  zweiten  Induktor  (für  GBD:  
Dexamethason und für EcR: Tebufenozid) induzierbar. Durch die Induktion mit beiden 
Substanzen kann die Expression stärker kontrolliert erfolgen und es kommt nicht zur 
leaky  expression,  die  häufig  beobachtet wird, wenn  ausschließlich  Dox  angewendet 
wird. Die Stringenz wird dadurch erreicht, dass die Dexamethason  induzierbare GBD 
bzw. die Tebufenozid induzierbare EcR‐Domäne den Import in den Zellkern vermittelt. 





lierung  der  Genaktivität  erfolgen.  Schon  2005  konnte  die  Arbeitsgruppe  um  Huang 







vator  durch  den  herzspezifischen  cmlc2‐Minimalpromotor  gesteuert.  Nach  der  Bin‐
dung des Transaktivatorproteins  findet die bidirektionale Expression von  ILK und GFP 
statt.  Um  zu  überprüfen,  ob  auch  die  ILK‐Expression  stattfindet, wurde  erneut  ein 
TagRFP‐Reportergenassay verwendet  (Abb. 22  in Kapitel 4.2.3). Die  für diesen Zweck 
klonierten Konstrukte enthalten statt der ILK TagRFP. Nach der Injektion konnte in den 









Systems  im  Zebrafisch  (Huang  et  al.,  2005).  So wurden  verschiedene  Varianten  der 
Transaktivatoren mit Hilfe eines  Luziferase Assays  in Zebrafischfibroblasten getestet. 
Die klassischen Tet‐Aktivatoren  stellten  sich dabei als nicht  reversibel heraus und es 














































5.3 Das  induzierbare  Tet  +  Tol2‐System  als  genetischer  Ansatz  zur 
in vivo Charakterisierung der ILK‐Funktion 
 
Das  Tol2‐System  bietet  den  Vorteil,  große DNA‐Fragmente  in  hoher  Effizienz  in  die 
Keimbahn des Zebrafisches  integrieren  zu können  (Balciunas et al., 2006; Kawakami, 
2005, 2007). Durch diese Transgenesemethode konnten relativ schnell viele transgene 
Zebrafische generiert werden, bei denen die  ILK‐Varianten herzspezifisch konstitutiv‐
aktiv  überexprimiert wird. Der Nachteil  dieses  Systems  ist,  dass  die Gene  zu  jedem 
Zeitpunkt abgelesen werden. Dadurch können nicht die Effekte untersucht werden, die 
entstehen, wenn  die  ILK‐Varianten  zu  einem  späteren  Entwicklungszeitpunkt  ange‐





fig  der  durch  höhere  Temperaturen  induzierbare  hsp70l  Promotor  verwendet  (Hans  
et al., 2011; Wu et al., 2008; Le et al., 2007). Wie bereits erwähnt, existieren neben 




vativ  genutzt  werden  können.  Dabei  sind  Konstrukte  zur  Generierung  transgener  
Zebrafische entstanden, bei denen über einen cmlc2‐Promotor die Expression des GFP‐
Reporters  gesteuert wird. Gleichzeitig  steuert  der  cmlc2‐Minimalpromotor  aus  dem 










angeregt  werden.  Neben  der  erfolgreichen  GFP‐Expression  konnte  mit  Hilfe  eines 
TagRFP‐Assays  indirekt  bewiesen werden,  dass  auch  die  Transkription  der  ILK  nach 
Induktion stattfindet  (Abb. 28  in Kapitel 4.3.2). Für diese Untersuchung wurden Kon‐
strukte entwickelt, die statt der ILK TagRFP enthalten. Auch die Proteinstabilität konn‐






teil, die  Integrationsrate der DNA  ins Genom  zu erhöhen.  In der vorliegenden Arbeit 
konnten  erfolgreich  stabile  transgene  Zebrafische  generiert  werden  (Tabelle  5  und 
Abb. 26 in Kapitel 4.3), bei denen die Integration der DNA durch Tol2 vermittelt wurde 
und die Regulation der Genexpression konditional erfolgte. Wie schon bei den durch 
das  Tol2‐System  entstandenen  transgenen  Fischen  konnte  ebenfalls  eine  hohe  
Effizienz der Transgenese von etwa 40‐50 % erzielt werden. Auch die Induktionsversu‐
che mit Nachkommen  identifizierter Tiere  (Abb. 26  in Kapitel 4.3) belegen, dass  sich 
durch dieses System die Expression der Gene zu einem beliebigen Zeitpunkt anschal‐
ten  lässt.  Allerdings  besteht  auch  hier  die  Problematik  des  verbleibenden  GFP,  die 
vermutlich  durch  die  beständige  Dox‐Konzentration  im  Zebrafisch  verursacht  wird. 
Möglicherweise  könnte  durch  den  Einsatz  geringerer  Dox‐Konzentrationen  die GFP‐
Expression besser reguliert werden. 
Die Idee, das Tol2‐System gemeinsam mit dem Tetracyclin‐System zu nutzen, entstand 
bereits  bei  dem  Versuch,  stabile  transgene  Hühnerembryonen  durch  in  ovo  Co‐
Elektroporation  zu  generieren,  die  EGFP  konditional  exprimieren  (Sato  et  al.,  2007). 
Allerdings basiert diese Methode auf einem Zwei‐Plasmidsystem. Ein Konstrukt enthält 
den TetON‐Aktivator (rtTA2SM2), der von einem ubiquitären Promotor (CAGGS) ange‐
trieben wird. Beide Komponenten werden  von Tol2  Sequenzen  flankiert. Das  zweite 
Konstrukt enthält demgegenüber, ebenfalls flankiert von Tol2 Sequenzen, das Tet res‐




gemeinsam mit  einem  Plasmid,  von  dem  die  Transposase  exprimiert wird,  konnten 
nach  Induktion mit  Dox  dauerhafte  EGFP‐Signale  detektiert werden.  Auch  das  dual 
induzierbare modifizierte Tetracyclin‐System verwendet das Tol2‐System  für eine er‐
leichterte Transgenese  (Knopf et al., 2010). Allerdings wurde dort ebenfalls ein Zwei‐
Plasmidsystem  angewandt,  um  gleich mehrere  transgene,  induzierbare  Zebrafischli‐
nien generieren zu können.  
In dieser Arbeit wurde  jedoch die  Idee verfolgt,  in nur einem Schritt eine  transgene 
Linie zu generieren, die zu einem definierten Zeitpunkt die ILK kardial überexprimiert. 
Die durchgeführten Versuche machen offensichtlich, dass die Fusion des Tetracyclin‐ 









neurologischen  Erkrankungen  führen  kann  (Hers  et  al.,  2011).  Die  PKB  ist  ein 
downstream gelegenes Ziel der ILK. Die Aktivierung der PKB erfolgt durch die Phospho‐
rylierung  des  Proteins. Allerdings  konnte  bis  heute  nicht  geklärt werden,  ob  die  ILK 
selbst oder eine andere Komponente die Aktivierung der PKB vermittelt. Wegen der 
kontrovers diskutierten Funktion der Kinasedomäne der ILK erhält die ILK ein besonde‐
res  Interesse  (Dagnino, 2011).  Immer wieder sind widersprüchliche Forschungsergeb‐
nisse  zur  ILK erschienen. Auf der einen Seite konnte gezeigt werden, dass die  ILK  in 
vitro  die  Phosphorylierung  von  PKB  am  Serin  473  vermittelt  (Delcommenne  et  al., 
1998). Auf der anderen Seite konnte nicht nachgewiesen werden, dass die  ILK für die 
PKB‐Phosphorylierung  in  immortalisierten Nierenfibroblasten benötigt wird  (Sakai  et 
al., 2003).  
Um die  ILK als essentielle Komponente des kardialen Dehnungssensors  im Zebrafisch 






eine  reduzierte Phosphorylierung auf  (Bendig et al., 2006, z. B. Abb. 33‐36  in Kapitel 
4.5.1).  
Die  homozygot mutanten  Embryonen  der  Zebrafischmutante msq  zeigen  einen  pro‐
gressiven Herzinsuffizienzphänotyp, der durch die Mutation L308P in der Kinasedomä‐





der kardialen Funktion  zu  sein.  In dieser Arbeit wurden vier Substanzen ausgewählt, 
die  die  Aktivierung  der  PKB  vermitteln  könnten.  Um  in  den  kardialen  ILK/PKB‐
Signalweg gezielt eingreifen zu können, wurden bestimmte small molecules an msq‐/‐‐
Embryonen untersucht (Tabellen 6 und 7, Kapitel 4.5.1).  
Durch  die Messung  des  ventrikulären  Fractional  Shortening  konnte  im  Vergleich  zu 
unbehandelten  Kontrolltieren  bei  drei  von  vier  untersuchten  Chemikalien  ein  Effekt 
auf die Kontraktionskraft detektiert werden. Bei THC handelte es sich um die Substanz, 
die  an msq‐/‐‐Embryonen  den  Kontraktilitätsdefekt  nicht  beheben  kann  (Abb.  30  in  
Kapitel  4.5.1).  THC  verstärkt  zwar  die  Phosphorylierung  von  PKB  an  T308  and  S473 
durch Aktivierung der Cannabinoid‐Rezeptoren/Stimulation des PI3K/PKB Signalweges 
(Sanchéz  et  al.,  2002).  Allerdings  konnte  in  dieser  Arbeit  kein  rescue  von  msq‐/‐‐
Embryonen erzeugt werden. Möglicherweise kann diese Substanz nicht im Herzen der 
Zebrafische wirken. 
Im Gegensatz  zu  THC  konnte  durch  die  Behandlung  von msq‐/‐‐Embryonen mit  den 
Phosphatase  Inhibitoren Okadasäure, Cyclosporin A und Calyculin A ein partieller res‐
cue  des  Phänotyps  erzeugt werden. Durch  den  Einsatz  von  Phosphatase  Inhibitoren 






Bei der Okadasäure handelt es  sich um einen potenten  Inhibitor  von PP1a und PP2 





die  Behandlung  von  Swiss  3T3  Fibroblasten  mit  Okadasäure  konnte  eine  
Serin/Threonin Kinase (RAC Protein Kinase, RAC‐PK) aktiviert werden. Weiterhin konn‐
te  durch  die  Behandlung  der  RAC‐PK  mit  PP2A  die  Kinase  inaktiviert  werden  
(Andjeković et al., 1996).  
Cyclosporin A hat immunsuppressive Eigenschaften und inhibiert die Protein Phospha‐
tase  2. Wurden msq‐/‐‐Embryonen mit  Cyclosporin  A  behandelt,  konnte  bei  diesen  
Tieren  im Vergleich  zu  unbehandelten  die  Kontraktionskraft  gesteigert werden, was 
auch auf molekularer Ebene ansatzweise deutlich wird (Abb. 32 in Kapitel 4.5.1).  




mes,  1999)  kann  Calyculin  A  die myosin  light  chain  (MLC)  Phosphatase  inhibieren  
(Leopoldt et al., 2001). Durch die Behandlung der Zebrafische mit Calyculin A konnte 
der drastischste rescue‐Effekt hervorgerufen werden. Neben der deutlich verbesserten 
Kontraktionskraft und der  stärkeren PKB‐Phosphorylierung  im Vergleich  zu unbehan‐
delten Kontrollen war auch die Expression des dehnungsabhängigen Gens anf wieder 




























eine  wichtige  Rolle  auf  dem  Forschungsgebiet  humaner  Herzerkrankungen  spielt,  
können zukünftig chemische Bibliotheken an diesem etablierten Modell getestet wer‐
den. Dadurch  könnten  potenzielle  Therapeutika  identifiziert werden, die  für  die Be‐







zytoplasmatischen  Komponenten  wie  dem  Actinzytoskelett  (Sakai  et  al.,  2003;  
Mackinnon et al., 2002; Legate et al., 2006). Eine nicht minder bedeutende Funktion 






erfolgreichen  Assemblierung  des  IPP‐Komplexes  zusammen  (Fukuda  et  al.,  2003;  
Meder et al., 2011). Dass PINCH als Bindungspartner der ILK dabei ebenfalls von essen‐
tieller in vivo Bedeutung ist, konnte erst kürzlich gezeigt werden (Meder et al., 2011).  
Um  die  Eigenschaften  der  ILK  innerhalb  des  kardialen Dehnungssensors  zu  untersu‐
chen, sollten über verschiedene Strategien unterschiedliche  ILK‐Varianten untersucht 
werden. Abgesehen von der Wildtypform der  ILK befinden  sich die  zwei  zu untersu‐
chenden  ILK‐Mutationen  innerhalb  der  Kinasedomäne.  Die  ILK‐Mutation  R211A  be‐
wirkt den Funktionsverlust der Kinase, ist aber weiterhin in der Lage, β‐Parvin (Affixin) 
zu binden (Persad et al., 2001; Attwell et a., 2003). Hier wurde die ILKR211C untersucht. 




Studien  kann  anhand  der  bereits  generierten  transgenen  Linien  untersucht werden, 
welchen Effekt die  ILK‐Mutationen  auf die  ILK‐Interaktionspartner PINCH und Parvin 
haben. Bisher konnte nicht ausreichend geklärt werden, wie die Mutation R211C in der 


















%       Prozent 
°C       Grad Celsius 
Abb.       Abbildung 
abs.       absolut 
AcGFP      Aqueorea coerulesceus green fluorescent protein 
Amp      Ampicillin 
APS       Ammoniumpersulfat 
ATP      Adenosintriphosphat 
bp       Basenpaar 
BSA       Bovines Serumalbumin 
Ca2+       Calcium 
cDNA       complementary DNA 
cmlc2      cardiac myosin light chain 2 
CMV      Cytomegalovirus 
DCM      Dilatative Kardiomyopathie 
DNA       Desoxyribonukleinsäure 
dNTP       Didesoxynukleosid‐5’‐triphosphat 
Dox      Doxycyclin 
ECM      Extracellular Matrix (Extrazelluläre Matrix) 
E. coli       Escherichia coli 
EDTA       Ethylendiamintetraessigsäure 
eGFP       enhanced green fluorescent protein 
ENU      N‐Ethyl‐Nitrosourea 
FAK      Focal Adhesion Kinase 
FCS       Fötales Kälberserum 
g       Gramm 
G       Guanin 
GFP      green fluorescent protein 
GTP      Guanosintriphosphat 
h       Stunde 
hPa       Hektopascal 
hpf       Stunden nach der Befruchtung (hours post fertilization) 
HRP      horseradish peroxidase 
hsp70l     heat shock protein 70l 
Ig       Immunglobulin 
ILK      Integrin‐linked Kinase 
IPP      Komplex aus ILK, PINCH und Parvin 
k       kilo 
kb       Kilobasen 
kDa       Kilodalton 
l       Liter 
LB       Luria Bertani Broth 




m       milli 
M       Molar 
mA      Milliampere 
MESAB    Ethyl‐m‐Aminobenzoat‐Methansulfonat 
min       Minute 
mRNA      messenger‐Ribonukleinsäure 
msq      main squeeze 
n       nano 
Neo      Neomycin 
PA      Poly A 
PBS       Phosphat‐gepufferte Salzlösung 
Pcmlc2Min    cmlc2‐Minimalpromotor 
PCMV      CMV‐Promotor 
PCR       Polymerase‐Ketten‐Reaktion 
PINCH      Particularly interesting Cys‐His‐rich protein 
PKB      Protein Kinase B 
PTU      1‐Phenyl‐2‐Thiourea (gelöst in E3‐Medium) 
RNA       Ribonukleinsäure 
rpm      Umdrehung pro Minute 
RT       Raumtemperatur 
rtTA      Transaktivatorprotein des TetON‐Systems 
SDS       Natriumdodecylsulfat 
sek       Sekunde 
TBE       Tris‐Borat‐EDTA 
TBS       Tris‐gepufferte Salzlösung 
TEMED     N,N,N’,N’,‐Tetramethylethylendiamin 
Tet      Tetracyclin 
THC      Delta 9‐Tetrahydrocannabinol 
TIR      Terminal Inverted Repeat 
Tol2      Transposase 2 Element zur Transgenese von Zebrafischen 
TREmod    modifiziertes Tetracyclin response element 
tTA      Transaktivatorprotein des TetOFF‐Systems 
U       Unit 
  UV      Ultraviolett 
V       Volt 
v/v       Volumen pro Volumen (volume per volume) 
w/v       Gewicht pro Volumen (weight per volume) 
WT       Wildtyp 
YFP      yellow fluorescent protein 
λ      Lambda 
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